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РЕЗЮМЕ
Актуальность. Одной из актуальных задач медицины является изучение молекулярных механизмов 
селективного управления апоптотической гибелью опухолевых клеток в результате конформационных 
изменений белковых молекул (убиквитинилирования). 
Цель исследования: установить роль убиквитина и убиквитинлигазы в дексаметазон-индуцированном 
апоптозе опухолевых клеток линии Jurkat. 
Материалы и методы. Интактные и культивированные при дополнительном добавлении индуктора 
апоптоза дексаметазона в конечной концентрации 10 мкМ опухолевые клетки линии Jurkat. Методом 
проточной цитофлуориметрии в интактных опухолевых клетках линии Jurkat и после предварительного 
воздействия дексаметазоном проводили оценку реализации апоптоза с использованием FITС-мечен-
ного аннексина V и пропидия иодида, количества FAS- и TNF-рецептор 1 положительных клеток со 
сниженным митохондриальным потенциалом. Методом вестерн-блоттинга определяли содержание 
транскрипционных факторов NF-κB, Apaf-1; убиквитина и убиквитинлигазы; активность каспазы-3 
регистрировали спектрофлуориметрическим методом.
Результаты. При добавлении дексаметазона – индуктора апоптоза – в среду культивирования 
опухолевых клеток линии Jurkat установлено снижение концентрации убиквитина и возрастание 
содержания убиквитинлигазы на фоне активации рецепторного (увеличение доли аннексин-, FAS- и 
TNF- рецептор 1 положительных клеток) и митохондриального (возрастание числа клеток со сниженным 
митохондриальным потенциалом и содержания транскрипционного фактора Apaf-1) путей апоптоза по 
сравнению с интактной культурой опухолевых клеток. Завершенность апоптоза оценивали, определяя 
активность каспазы-3 в изучаемых клетках. 
Выводы. Полученные результаты позволяют сделать вывод о том, что процесс убиквитинилирования 
белков-регуляторов и белков-эффекторов программированной гибели является одним из молекулярных 
механизмов регуляции апоптоза опухолевых клеток линии Jurkat. 
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На сегодняшний день проблема патогенеза 
опухолевого роста продолжает занимать одну из 
ведущих позиций современной медицины. Несмо-
тря на развитие новых медицинских технологий 
и способов лечения злокачественных новообра-
зований, до сих пор отмечается неуклонный рост 
числа онкологических больных. В настоящее вре-
мя активно ведется поиск потенциальных моле-
кулярных мишеней регуляции пролиферации и 
клеточной гибели опухолевых клеток. В связи с 
ýтим выяснение молекулярных механизмов диз-
регуляции апоптоза опухолевых клеток служит 
обоснованием персонифицированных подходов 
таргетной терапии злокачественных новообразо-
ваний. Актуальным направлением фундаменталь-
ной науки является изучение ýндогенной и ýк-
зогенной регуляции программированной гибели 
опухолевых клеток [1–3]. Дизрегуляция апопто-
за при опухолевой прогрессии зависит от функ-
ционирования про- и антиапоптогенных белков 
[4–5]. Про- и антиапоптогенные факторы бел-
ковой природы представляют собой потенциаль-
ные мишени для селективного управления апоп-
тозом путем их убиквитинилирования, так как 
поли- и моноубиквитинилирование субстрата с 
помощью убиквитинлигазы является не только 
сигналом для протеасомной деградации белка, 
но и в ряде случаев сопровождается изменени-
ями его функциональных свойств [6, 7]. В связи 
с ýтим представляется актуальным исследование 
роли убиквитина и убиквитинилирования белков 
в дизрегуляции апоптоза опухолевых клеток.
Целью настоящего исследования явилось уста-
новление роль убиквитина и убиквитинлигазы в 
дексаметазон-индуцированном апоптозе опухо-
левых клеток линии Jurkat. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования была ис-
пользована опухолевая клеточная линия Jurkat 
(«T-лимфобластная лейкемия человека») из Рос-
сийской коллекции клеточных культур Институ-
та цитологии РАН (г. Санкт-Петербург, Россия). 
Для дальнейшего анализа клетки были разделе-
ны на две группы: интактная культура клеток и 
культура клеток с добавлением индуктора апоп-
тотической гибели дексаметазона (Sigma-Aldrich, 
США) в среду культивирования в виде водного 
раствора в конечной концентрации 10 мкМ в те-
чение 18 ч  [8]. Клетки опухолевой линии куль-
тивировали с соблюдением условий стерильно-
сти в полной питательной среде (90% RPMI-1640 
(«Вектор-Бест», Россия), 10% ýмбриональной 
сыворотки телят (Invitrogen, США), подвергну-
той инактивации в течение 30 мин при темпе-
ратуре 56 °С, с добавлением 2 мМ Hepes (Flow, 
Великобритания), гентамицина (100 мкг/мл) 
(KRKA, Словения) и L-глутамина (0,3 мг/мл) 
(«Вектор-Бест», Россия) в полуоткрытой системе 
при температуре 37 °С в атмосфере 5%-го СО
2
 в 
течение 18 ч. Для постановки ýксперимента ис-
пользовали культуры, которые содержали 95% и 
более жизнеспособных лимфобластных клеток 
линии Jurkat. Оценку данного параметра про-
водили методом микроскопии, используя 0,4%-й 
раствор трипанового синего (Serva, США). После 
инкубации клетки трижды отмывали 0,01 М на-
трий-фосфатным буфером (рН = 7,4) и исполь-
зовали TNF-рецептор 1 для определения числа 
FAS-позитивных апоптотически измененных кле-
ток и клеток со сниженным митохондриальным 
потенциалом. Для оценки содержания белков 
Apaf-1, NF-κB, убиквитина и убиквитинлигазы 
(EC 6.3.2.19) клеточный лизат (4 × 106 клеток/мл) 
готовили с использованием смеси ингибиторов 
протеаз согласно протокола фирмы производите-
ля (Amresco, США). Для определения активности 
каспазы-3 и содержания общего белка суспензию 
клеток (4 × 106 клеток/мл) ресуспендировали в 
буфере с добавлением 1% тритона X-100 (Sigma-
Aldrich, США) и затем выдерживали на льду. 
Методом проточной цитофлуориметрии 
(FACS CantoTM II (Becton Dickinson, США) 
с применением программного обеспечения 
FACSDiva Version 6.1.3 (Becton Dickinson, США)) 
проводили оценку количества апоптозных опухо-
левых клеток путем специфического связывания 
FITC-меченного аннексина V с фосфатидилсери-
ном мембраны и пропидия иодида с молекулой 
ДНК (Annexin v fitc Kit Trevigen, США). Осущест-
вляли расчет числа клеток, презентирующих на 
цитоплазматической мембране FAS-рецептора, 
с использованием соответствующих монокло-
нальных антител, имеющих FITC-метку согласно 
протокола фирмы производителя (R&D Systems, 
США), а также количества клеток, имеющих на 
своей поверхности TNF-рецептор 1, с исполь-
зованием моноклональных антител, конъюги-
рованных с фикоýритрином согласно протоко-
ла фирмы производителя (R&D Systems, США). 
Осуществляли расчет числа клеток, имеющих 
снижение трансмембранного митохондриально-
го потенциала путем применения флуорохрома 
5,5’,6,6’-тетрахлоро-1,1’,3,3’-тетраýтилбензимида-
золилкарбоцианин йодида (JC-1) (Flow Cytometry 
Mitochondrial Membrane Potential Detection Kit 
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Becton Dickinson Biosciences, США) [9, 10]. Ре-
зультат исследования представляли в процентах 
от общего числа изучаемых клеток.
Содержание транскрипционных факторов 
NF-κB, Apaf-1; убиквитина и убиквитинлигазы 
определяли методом вестерн-блоттинга с ис-
пользованием первичных моноклональных анти-
тел к NF-κB (активной субъединице р65 – RelA) 
(Sigma-Aldrich, США) в разведении 1 : 1000, Apaf-
1 (R&D Systems, США) 0,25–0,5 мкг/мл, убик-
витину (Sigma-Aldrich, США) – 1 : 1000, убик-
витинлигазе (Sigma-Aldrich, США) 1,0 мкг/мл. 
Содержание изучаемых белков рассчитывалось 
относительно внутриклеточной концентрации 
референсного белка β-актина (Sigma-Aldrich, 
США) с применением программного обеспечения 
ImageJ2x Version 2.1.4.7 (Wayne Rasband National 
Institutes of Health, США). Полученные результа-
ты представляли в условных единицах (у.е.).
Активность каспазы-3 (EC 3.4.22.56) опреде-
ляли спектрофлуориметрическим методом по 
способности избирательного гидролиза фер-
ментом субстрата N-acetyl-(Asp-Glu-Val-Asp)-7-
amino-4-methylcoumarin (Sigma-Aldrich, США) 
с образованием флуоресцирующего продук-
та amino-4-methylcoumarin (длина возбужде-
ния флуоресценции 380 нм, длина поглощения 
430–460 нм). Активность фермента представля-
ли в пМ освобождаемого продукта реакции за 
1 мин на 1 мг белка в пробе [11, 12].
Концентрацию общего белка в клеточном ли-
зате определяли методом М.М. Бредфорда по 
взаимодействию красителя Кумасси голубого 
G-250 с остатками аминокислот лизина и арги-
нина белковых молекул и максимуме поглощения 
при длине волны 595 нм [13], используя калибро-
вочный график, построенный на основе стандарт-
ных растворов бычьего сывороточного альбумина 
с концентрацией 10–100 мкг белка/мл. 
Полученные результаты подвергали матема-
тическому анализу, используя пакет программ 
Statistica for Windows (версия 6.0). Для провер-
ки нормальности распределения показателей 
использовали критерий Шапиро – Уилки. При 
отсутствии нормального распределения данные 





 квартилей. Для оценки статисти-
ческой значимости различий независимых вы-
борок применяли ранговый непараметрический 
U-критерий Манна – Уитни. Наличие связи меж-
ду показателями определяли с использованием 
корреляционного анализа по методу Спирмена. 
Различия интерпретировали статистически зна-
чимыми при уровне р < 0,05 [14].
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Поиск молекулярных мишеней для регуляции 
и коррекции апоптоза клеток обоснован высокой 
заболеваемостью и смертностью при онкологи-
ческой патологии [15, 16]. Для расширения су-
ществующих фундаментальных представлений о 
дизрегуляции апоптоза при опухолевой прогрес-
сии адекватным объектом являются лимфобласт-
ные клетки линии Jurkat, в которых присутствуют 
компоненты как рецепторного, так и митохон-
дриального путей апоптотической гибели. На се-
годняшний день известны две основные протео-
литические системы, участвующие в реализации 
апоптоза, – каспазы и протеасомы [6].
Одним из классических ýффекторов апоп-
тоза является глюкокортикоид дексаметазон 
(11β,17α,21-тригидрокси-16α-метил-9α-фторпрег-
на-1,4-диен-3,20-дион), который, взаимодействуя 
с внутриклеточными рецепторами, инициирует 
транскрипцию генов, что сопровождается, в том 
числе, возрастанием содержания каспазы-8 и ка-
спазы-3 [17, 18]. 
В условиях дополнительного внесения дек-
саметазона в среду культивирования опухоле-
вых клеток линии Jurkat происходила активация 
апоптоза, о чем свидетельствовало статистически 
значимое увеличение количества аннексин-поло-
жительных клеток в 8,0 раза (p = 0,004) и ак-
тивности ýффекторного фермента апоптоза 
каспазы-3 – в 4,0 раза (p = 0,004) относительно 
результатов, полученных в интактных лимфо- 
бластных клетках линии Jurkat (табл. 1). 
В условиях дополнительного добавления 
дексаметазона в среду культивирования про-
исходило увеличение ýкспрессии рецепторов 
фактора некроза опухолей, выражающееся в 
статистически значимом увеличении количества 
FAS-позитивных клеток в 7,0 раза (p = 0,004) и 
TNF-рецептор 1 позитивных клеток в 3,0 раза 
(p = 0,009), содержания проапототического фак-
тора транскрипции Apaf-1 – в 1,1 раза (p = 0,004) 
и числа клеток со сниженным митохондри-
альным потенциалом – в 3,2 раза (p = 0,004) 
относительно результатов, полученных в ин-
тактных лимфобластных клетках линии Jurkat 
(см. табл. 1), что свидетельствовало об актива-
ции рецепторного и митохондриального путей 
апоптоза. 
В формировании клеточного ответа важную 
роль играет активация рецепторного пути пе-
редачи сигнала, продукция внутриклеточных 
посредников в ответ на воздействие ýффектора 
[19–21]. 
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Оригинальные  статьи
Т а б л и ц а  1 
T a b l e  1
Показатели, характеризующие рецепторный и митохондриальный пути апоптоза в интактных опухолевых клетках линии 
Jurkat и при добавлении дексаметазона, Ме (Q1–Q3) 
Characteristics describing receptor and mitochondrial pathways of apoptosis in the intact Jurkat tumor cells and in the 











Содержание аннексин V-положительных клеток, %




Содержание FAS-положительных клеток, %




Содержание TNF-рецептор 1 положительных клеток, %




Содержание клеток со сниженным митохондриальным потенциалом, %





Amount of NF-κB, units
3,106 (3,095–3,128) 2,797 (2,672–2,815)
Количество Apaf-1, у.е.




Активность каспазы-3, пМ/мин × мг белка
Activity of caspase-3, pM/min × mg protein  36,58 (22,66–43,89)
145,97 (132,26–148,69)
p = 0,004
П р и м е ч а н и е. Çдесь и в табл. 2: р – уровень значимости различий по сравнению с интактными опухолевыми клетками 
линии Jurkat. 
N o t e. Here and in the table 2: р – significance point of differences as compared to the intact Jurkat tumor cells. 
Белковые молекулы принимают непосред-
ственное участие в трансдукции внутриклеточ-
ного сигнала, регуляции активности фермен-
тов, связывания факторов транскрипции с ДНК, 
трансляции, фолдинге и рефолдинге белка. Ос-
новываясь на полученных данных, а именно ко-
личестве клеток, несущих на своей поверхности 
FAS-рецептор и TNF-рецептор 1, можно сде-
лать вывод о большем сродстве дексаметазона к 
FAS-опосредованной стимуляции апоптоза опу-
холевых клеток линии Jurkat.
Наряду с ýтим активация апоптотической про-
граммы опухолевых клеток или их выживание 
напрямую зависят от ýнергетической функции 
митохондрий. Изменение протонного градиента 
в межмембранном пространстве митохондрий 
вероятнее всего связано с повышенной проница-
емостью внутренней мембраны органелл путем 
порообразования. Снижение трансмембранного 
потенциала митохондрий может быть связано с 
выходом цитохрома С через поры в цитоплаз-
му клеток и его потерей из цепи переноса ýлек-
тронов. В цитоплазме цитохром С при участии 
транскрипционного фактора Apaf-1 образует 
апоптосому, тем самым опосредуя активацию 
митохондриального пути апоптотической гибели 
лимфобластных клеток линии Jurkat. Снижение 
трансмембранного митохондриального потен-
циала в клетках может свидетельствовать о по-
тере ýлектронов из дыхательной цепи митохон-
дрий, что способствует развитию окислительного 
стресса, и, в свою очередь, сопровождается на-
коплением окислительно-модифицированных ма-
кромолекул [22]. Накопление окислительно-мо-
дифицированных белков способствует активации 
деградации с участием убиквитина и протеасом 
[6, 23]. Помимо ýтого некоторые белковые моле-
кулы способны изменять свою функциональную 
активность путем убиквитин-зависимого протео-
лиза [6, 7, 24]. 
В лимфобластных клетках линии Jurkat воз-
действие активатора апоптоза (дексаметазона) в 
конечной концентрации 10 мкМ сопровождалось 
статистически значимым снижением содержания 
убиквитина в 2,0 раза (p = 0,004) и увеличением 
концентрации убиквитинлигазы в 1,3 раза (p = 
0,005) по сравнению с показателями в интактных 
опухолевых клетках (табл. 2). 
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Участие убиквитин-зависимой модификации 
белков в реализации рецепторного пути апоптоза 
подтверждалось наличием отрицательных корре-
ляционных связей между содержанием убиквитин-
лигазы и количеством аннексин V-положительных 
клеток (r = –0,81; р < 0,05), а также содержанием 
убиквитинлигазы и числом TNF-рецептор 1 поло-
жительных клеток (r = –0,83; р < 0,05) в интакт-
ных лимфобластных клетках линии Jurkat.
Увеличение содержания фермента (убиквитин-
лигазы) на фоне снижения концентрации одного 
из субстратов реакции (убиквитина) свидетель-
ствует об активации убиквитин-зависимого пути 
деградации белковых молекул. В случае дополни-
тельного внесения дексаметазона в среду куль-
тивирования опухолевых клеток линии Jurkat 
содержание активной формы транскрипционного 
фактора NF-κB не имело статистически значимых 
различий по сравнению с интактной культурой 
опухолевых клеток (см. табл. 1). Известно, что 
убиквитинилирование предварительно фосфори-
лированной ингибиторной субъединицы (I-κB) с 
последующей деградацией на протеасоме лежит 
в основе активации транскрипционного фактора 
NF-κB [6]. На основании полученных результа-
тов содержания NF-κB в опухолевых клетках ли-
нии Jurkat при дополнительном внесении в среду 
культивирования дексаметазона можно сделать 
предположение, что NF-κB не является мише-
нью воздействия глюкокортикоида (см. табл. 1). 
Вероятнее всего, проапоптотический механизм 
действия индуктора апоптоза – дексаметазо-
на – опосредован через активацию с помощью 
убиквитин-зависимого частичного протеолиза и 
убиквитин-зависимой модификации, других бел-
ков-ýффекторов и белков-регуляторов рецептор-
ного и митохондриального путей апоптотической 
гибели лимфобластных клеток линии Jurkat. Так, 
рядом исследователей роль убиквитин-зависимо-
го протеолиза и убиквитин-зависимой модифика-
ции белков была показана не только в регуляции 
активности апоптоз-регулирующих протеинов 
(c-Fos, c-Myc, NF-κB, AP-1, р53), но и белков, 
контролирующих клеточный цикл, белков семей-
ства Bcl-2, регулирующих выход цитохрома С из 
митохондрий, активность каспаз, участвующих в 
проведении проапоптотического сигнала [6, 25]. 
Помимо ýтого, проведенный нами корреляцион-
ный анализ позволил установить, что высокая 
концентрация убиквитина и его участие в убик-
витинлигазной реакции вызывали снижение ко-
личества апоптоз-индуцирующих рецепторов и 
аннексина V на цитоплазматической мембране, 
таким образом способствуя дизрегуляции апоп-
тоза в интактных лимфобластных клетках линии 
Jurkat.
Установленное нами в условиях воздействия 
дексаметазона снижение концентрации убикви-
тина в опухолевых клетках линии Jurkat обуслов-
лено его участием в качестве субстрата моно- и 
полиубиквитинилирования белков-мишеней. При 
ýтом получение белком убиквитиновой метки яв-
ляется сигналом к его модификации или  изме-
нению локализации в клетке и воспринимается 
как часть механизма сигнальной трансдукции. 
Вероятнее всего, дексаметазон способствовал на-
коплению необратимо модифицированных про-
теинов, что сопровождалось изменением функ-
циональной активности белков-регуляторов и 
белков-ýффекторов апоптоза, а также актива-
цией убиквитин-зависимой деградации протеи-
нов. Поиск молекулярных механизмов регуляции 
апоптоза опухолевых клеток открывает широкие 
перспективы для разработки медицинских техно-
логий персонифицированной терапии онкологи-
ческих заболеваний. 
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В результате проведенного исследования было 
установлено, что дексаметазон-индуцированная 
активация апоптоза в опухолевых клетках линии 
Jurkat на фоне снижения концентрации убикви-
тина и увеличения содержания убиквитинлигазы, 
принимающих участие в убиквитин-зависимой мо-
дификации протеинов, опосредована компонента-
ми рецепторного и митохондриального пути про-
граммированной гибели. Одним из механизмов 
индукции апоптоза опухолевых клеток является 
накопление убиквитиновых белковых конъюгатов. 
В связи с ýтим управление процессом убиквити-
нилирования белков-регуляторов и белков-ýф-
фекторов программированной гибели клеток вы-
ступает в качестве потенциальной молекулярной 
мишени регуляции апоптоза при опухолевой про-
грессии. Поскольку конформация и модификация 
белков играет важную роль в реализации и регу-
ляции каскада ферментативных реакций, ведущих 
клетку к развитию апоптотической гибели, ком-
поненты убиквитин-зависимой системы представ-
ляют собой потенциальную мишень для таргетной 
терапии. Это позволит повысить ýффективность 
существующих методов патогенетически обосно-
ванной терапии ряда опухолевых заболеваний, 
сопровождающихся дизрегуляцией апоптоза.
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Ubiquitin and regulation of apoptosis in Jurkat cells
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ASTRACT 
Introduction. One of the crucial tasks in medicine is studying the molecular mechanisms of selective 
management of tumor cell apoptosis following conformational changes in protein molecules (ubiquitination).
The purpose of the study. The aim of the project is to establish the role of ubiquitin and ubiquitinligase in 
dexamethasone-induced apoptosis in Jurkat cells. 
Materials and methods. The study was carried out on the Jurkat tumor cell line (intact cells and cells 
cultured in the presence of an apoptosis inducer dexamethasone in the final concentration of 10 µmol. In 
intact and dexamethasone-affected Jurkat cells, implementation of apoptosis and the amount of FAS-, TNF 
Receptor 1 and cells with reduced mitochondrial membrane potential were assessed by flow cytometry using 
FITC-conjugated Annexin V and Propidium Iodide. The levels of NF-κB, Apaf-1, ubiquitin and ubiquitin ligase 
were determined by Western blot analysis. The activity of caspase-3 was measured by spectrofluorometry.
Results. When adding the apoptosis inducer dexamethasone to the Jurkat cell culture, we registered a fall 
in the concentration of ubiquitin and a rise in the level of ubiquitinligase against the backdrop of activated 
receptor- (an increase in the amount of Annexin V positive cells, FAS- and TNF Receptor 1) and mitochondrial-
mediated (an increase in the number of cells with reduced mitochondrial membrane potential and elevation 
of Apaf-1 level) pathways of apoptosis, as opposed to the intact cell culture. We estimated the completion of 
apoptosis by determining the activity of caspase-3 in the investigated tumor cells. 
Conclusion. The obtained findings allow the conclusion that ubiquitination of regulatory and effector proteins 
in programmed cell death is one of the molecular mechanisms that regulates and selectively controls apoptosis 
in Jurkat cells.
Key words: ubiquitin; ubiquitinligase; apoptosis; dexamethasone; Jurkat tumor cells. 
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